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RESUMO

A desacetilacdo da quitosana é uma etapa fundamental para seu uso como gel ou biofilme.
Atualmente toda quitosana consumida no pais é importada e muitos dos produtos ndo informam o
grau de desacetilagdo. O presente projeto tinha como objetivo desacetilar parcialmente a quitosana
e identificar a influéncia da desacetilacdo na formacdo de biogel/biofilme e na emulsdo com
eugenol. O meio ambiente encontra-se em uma complexa situacdo em relagcdo a contaminacgao por
plasticos, devido ao seu carater ndo biodegradavel. Para diminuir essa contaminacéo e disposicdo
irregular, o uso de filmes biodegradaveis pode ser uma solucdo ambientalmente correta. A
quitosana € um polissacarideo candidato para preparar emulsdo com compostos bioativos, para
aplicacdo na agricultura. Uma quitina comercial (com baixo grau de desacetilacdo) foi submetida
a desacetilacdo com diferentes condi¢Ges para produzir quitosana com diferentes graus de
desacetilacdo. Essas quitosanas foram empregadas na formulacdo de biogel e biofilme que passou
por testes de caracterizacéo fisica, quimica e mecanica. Como resultado deste projeto foi esperado
produzir um biofilme com propriedades fisico-quimica e mecanica adequadas para a substituicdo

do pléstico derivado do petrdleo e obter emulsdo de eugenol com quitosana desacetilada.

Palavras-chave: Polissacarideo, quitosana, biogel, biofilme, compostos bioativos, o0leos

essenciais.



ABSTRACT

Deacetylation of chitosan is a fundamental step for its use as a gel or biofilm. Currently, all
chitosan consumed in the country is imported, and many products do not specify the degree of
deacetylation. This project aimed to partially deacetylate chitosan and identify the influence of
deacetylation on the formation of biogel/biofilm and the emulsion with eugenol. The environment
is in a complex situation regarding plastic contamination due to their non-biodegradable nature. To
reduce this contamination and improper disposal, the use of biodegradable films can be an
environmentally correct solution. Chitosan is a polysaccharide candidate for preparing emulsions
with bioactive compounds for application in agriculture. A commercial chitin (with a low degree
of deacetylation) was subjected to deacetylation under different conditions to produce chitosan
with varying degrees of deacetylation. These chitosans were employed in the formulation of biogel
and biofilm, which underwent physical, chemical, and mechanical characterization tests. As a result
of this project, it was expected to produce a biofilm with adequate physicochemical and mechanical
properties to replace petroleum-derived plastics and to obtain an emulsion of eugenol with

deacetylated chitosan.

Keywords: Polysaccharide, chitosan, biogel, biofilm, bioactive compounds, essential oils.
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1 INTRODUCAO

Os compostos derivados do petréleo podem ser substituidos por fontes renovaveis como
lipideos, polissacarideos e proteinas, originando os filmes biodegradaveis (FAKHOURI et al.,
2007; MALI et al., 2010). Tanto a xilana quanto o amido representam um terco da biomassa
renovavel disponivel, estdo presentes na maior parte das plantas, apresentam boa barreira para
gases e ja sdo utilizadas na industria farmacéutica e alimenticia (LUCENA, 2011; SCHMIDT et
al., 2012). Entretanto, o desafio encontrado em utilizar estes aclcares como base para filmes é a
sua natureza hidrofilica, e suas propriedades mecénicas baixas (SCHMIDT et al., 2012).

Os plastificantes séo frequentemente utilizados na fabricacdo de biofilmes com a finalidade
de melhorar sua processabilidade, alterando propriedades necessarias para determinadas aplicacfes
como as propriedades reoldgicas e mecanicas (BERTUZZI et al., 2012; IMRE & PUKASZNKY,
2013). Ha varios estudos que apontam o uso de moléculas ou compostos polares de baixa massa
molecular na plastificacdo de biofilmes contendo amido, como agua, glicerol, alguns
monossacarideos, ureia e formamida (BERTUZZI et al., 2012; IMRE & PUKASZNKY, 2013).

Devido a composicdo quimica dos carboidratos apresentar uma grande quantidade de
grupos hidroxila, ha ilimitadas possibilidades de ligantes. Como o uso de pequenas moléculas
ligantes, que estabelecem ligagdes quimicas entre as diferentes fases de uma solugédo filmogénica
heterogénea (IMRE et al., 2019). Ha varios estudos que relatam promissores resultados para o uso
de poli (&cido carboxilico), como por exemplo, acido citrico, malico e tartarico. Estes acidos sao
alternativas ambientalmente benignas, ndo toxicas e nao volateis, além de serem abundantes e
relativamente mais acessiveis por serem obtidos a partir de rotas bioldgicas ndo onerosas (IMRE
et al., 2019).

Entre os polimeros de origem bioldgica destaca-se a quitosana, a qual é produzida pela
desacetilacdo alcalina parcial ou total da quitina; sendo um polissacarideo que possui na sua cadeia
um grupo amino no carbono 2, e é constituido por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glucosamina.
Pouco solivel em agua, a solubilizacdo é feita através de um polication obtido a partir de acidos
(minerais ou organicos) em funcdo da protonacdo dos grupos aminos livres da cadeia polimérica.
Assim, a amina primaria da quitosana é responsavel pela obtencdo dos compostos derivados, que
por sua vez estdo diretamente ligados ao grau de desacetilacdo (pardmetro mais importante o
aspecto quimico) (LLANOS et al., 2021).
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Contudo, a Unica empresa brasileira que produzia quitosana fechou, e este produto agora
é importado. O problema é que toda quitosana que chega ao mercado brasileiro ndo apresenta em
sua ficha informag6es importantes como o grau de desacetilacdo. Esta informacdo é fundamental
para pesquisas cientificas na producdo de bioplasticos e biogel. Neste contexto, o objetivo deste
estudo é avaliar a influéncia do grau de desacetilacdo da quitosana na producdo de biogel. Este
biogel tem finalidade de proteger compostos ativos, no caso deste estudo o eugenol, o qual tem
demonstrado eficécia contra o cancro citrico.

A quitosana e a quitina sdo aminopolissacarideos (ASSIS; SILVA, 2003) de estrutura
semelhante a da celulose. Como diferenca a quitina apresenta em sua estrutura um grupo acetamido
(DALLAN, 2005), a partir do qual, por meio da desacetilacdo parcial, se obtém a quitosana (DON
et al., 2006). Nessa conversdo, estdo presentes varios grupos amino livres na estrutura, o que
confere a quitosana expressiva caracteristica cationica (WANG et al., 2004).

O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana é um parametro fundamental para esse polimero,
pois surge da sua obtencao a partir da quitina (SILVA; MANO; REIS, 2008). O GD relaciona a
quantidade de grupos amino que estdo livres na cadeia polimérica (SANTQOS, 2004), por isso
exerce influéncia nas suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas (TAN et al., 1998), ja que
interfere em aspectos como solubilidade (WU; ZIVANOVIC, 2008); comportamento mecanico
(CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001); biodegradacao (KASAAI, 2009); dentre outros.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo deste projeto foi avaliar a producdo de biofilme utilizando quitosana com
diferentes graus de desacetilacdo e a influéncia do grau de desacetilagdo na emulsdo de eugenol. A
influéncia da desacetilacdo foi avaliada nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas do

biopléstico.

2.2 Especificos

a. Desacetilar a quitina comercial utilizando agitador magnético, obtendo quitosana com
diferentes graus de desacetilacao.

b. Desacetilar a quitina comercial utilizando reator de metal, obtendo quitosana com
diferentes graus de desacetilacéo.

c. Determinar o efeito da desacetilacdo nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas do
bioplastico na quitosana desacetilada no agitador magnetico

d. Determinar o efeito da desacetilacdo nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas do
bioplastico na quitosana desacetilada no reator de metal.

e. Determinar o efeito da desacetilacdo da quitina na emulsao de eugenol.

14



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Quitina e quitosana

A quitina é o segundo composto organico mais abundante na natureza, atras apenas da
celulose (ASSIS; SILVA, 2003). Ela desempenha um papel estrutural equivalente a celulose nas
plantas e ao colageno nos animais superiores (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009). A quitina é
encontrada nas carapagas de crustaceos, como camardes, caranguejos, lagostas, siris e krills
(NGAH; KAMARI; KOAY, 2004), além de compor o exoesqueleto de artropodes, incluindo
insetos como formigas e besouros (BRITO et al., 2009). Também esta presente na parede celular
de fungos, fermentos (WAN et al., 2003) e nematoides. Alguns tipos de fungos possuem quitosana
naturalmente em suas paredes celulares (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006), como € o caso de
certas especies de cogumelos (VINSOVA; VAVRIKOVA, 2008).

Além disso, a quitina € um polimero de cor branca, rigido e inelastico (KUMAR, 2000),
caracterizado por sua inércia quimica e insolubilidade em &gua, solventes organicos, acidos
diluidos e solucdes alcalinas (LARANJEIRA; FAVERE, 2009). Embora seja soltvel em &cidos
minerais concentrados, essa solubilidade é acompanhada pela gestdo da cadeia polimérica
(SANTOS, 2004). A quitina também pode ser dissolvida em acidos especificos, como
hexafluoroisopropanol, hexafluoroacetona e cloroalcoois, quando combinadas com solucdes
aquosas de acidos minerais (KUMAR, 2000). Sua dificil solubilizacéo esta relacionada a extensa
formacdo de ligacGes de protecdo em sua estrutura semicristalina (PILLAI; PAUL; SHARMA,
2009).

Quanto a quitosana, € um polissacarideo insoldvel em agua, acidos graxos concentrados,
bases, alcoois e acetona (DALLAN, 2005), assim como em solu¢des com pH superior a 7, devido
as fortes ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares que estabilizam sua estrutura (MA et al.,
2009). No entanto, a quitosana é reativa e solivel em determinadas condigcdes (ASSIS; SILVA,
2003), como em acidos fracos e diluidos com pH inferior a 5. Nessas condi¢fes, 0s grupos de
aminodcidos da quitosana sdo protonados, tornando suas moléculas completamente sollveis
(TUZLAKOGLU et al., 2004). Entre os acidos que solubilizam a quitosana estdo os inorganicos,
como &cido nitrico, perclorico, fosforico (DALLAN, 2005) e cloridrico (SILVA et al., 2004), e 0s
organicos, como acido acético - o solvente mais amplamente utilizado (LARANJEIRA; FAVERE,
2009) -, acido foérmico, latico e citrico (SILVA et al., 2004).
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A quitosana é obtida a partir da desacetilacdo parcial da quitina em solucdo alcalina,
processo que ocorre em diferentes graus de ocorréncia (DON et al., 2006). Esse processo de N-
desacetilacdo resulta na formacéo de um copolimero composto por 2-amino-2-desoxi-D-glicose e
2-acetamido-2-desoxi-D-glicose. Dessa forma, a quitosana é caracterizada como um copolimero
constituido por unidades monoméricas de glicosamina (GIiN) e acetilglicosamina (GliNACc),

representadas, na Figura 1, pelas unidades x e y, respectivamente (SILVA et al., 2004).

Figura 1- Estrutura molecular da quitosana.

OH OH

OH OH

Fonte: SILVA, 2004.

Neste caso, a propor¢édo dos grupos GliN presentes na estrutura da quitosana é denominada
grau de desacetilacdo (GD), correspondendo aos grupos aminoacidos livres no polimero
(SANTOS, 2004). Esse parametro é utilizado para distinguir entre quitina e quitosana (SILVA,
MANO; REIS, 2008). Assim, o material é classificado como quitosana quando o GD € superior a
50% (x > 50%), conforme ilustrado na Figura 1 anterior. Caso contrario, € considerado quitina (y
> 50%). PreparacGes comerciais de quitosana geralmente apresentam GD variando entre 50% e
90% (SUH; MATTHEW, 2000).

Portanto, a quitina e a quitosana sdo exemplos de polissacarideos altamente basicos. A
solubilidade da quitosana deve-se ao seu comportamento como uma base forte, atribuida aos seus
grupos amino primarios, que possuem um pKa de 6,3. Dessa forma, a quitosana € sollvel em
solugdes com pH abaixo de 6, mas torna-se insoltvel em pH acima desse valor. A transicao entre
as formas sollveis e insoliveis ocorre na faixa de pH de 6 a 6,5 (PILLAI; PAUL; SHARMA,
2009).

A producdo de quitina e quitosana é frequentemente realizada a partir de residuos da

industria de alimentos enlatados a base de crustaceos, como caranguejo e camarao. Esse processo
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é considerado de custo relativamente baixo (KUMAR, 2000). As carapacas de crustaceos,
abundantes e geralmente descartadas pela indUstria pesqueira, sdo frequentemente vistas como
residuos poluentes. O aproveitamento desses residuos contribui para a reducdo do impacto
ambiental causado pelo seu acimulo nos locais de geracdo ou armazenamento (AZEVEDO et al.,
2007). Dessa forma, a producdo de quitosana se torna economicamente viavel e ecologicamente
benéfica, ao utilizar subprodutos da industria pesqueira (CAMPOS et al., 2005).

3.2 Desacetilagdo da quitina

Uma das propriedades mais significativas da quitosana é o seu grau de desacetilacdo (GD),
que diferencia a quitosana da quitina, o polimero de origem. O GD esta intimamente relacionado
tanto as aplicacdes préaticas da quitosana quanto as suas propriedades quimicas, fisicas (TAN et al.,
1998), biologicas e mecanicas (KASAAI, 2009).

Ele indica a quantidade de grupos amino (NH:) que podem ser protonados em meio acido,
estando diretamente relacionado a sua solubilidade (SILVA et al., 2004). Além de ser uma
classificagdo de nomenclatura para distinguir quitina de quitosana, essas espéecies podem ser
diferenciadas com base em suas propriedades de solubilidade em &cido acético 0,1M: a quitina é
considerada uma forma insoluvel, enquanto a quitosana € uma forma soluvel (KUMIRSKA et al.,
2010).
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Figura 2 - Desacetilagdo da quitina.
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Fonte: BEREZINA, 2016.

A desacetilacdo da quitina ocorre por meio da utilizacdo de uma substancia alcalina em
temperaturas elevadas e por um periodo prolongado, resultando na formacdo de quitosana
(VELDE; KIEKENS, 2004). Durante esse processo, o composto alcalino remove proteinas
simultaneamente a desacetilacio (KUMAR, 2000). Normalmente, empregam-se solucdes
altamente especializadas em hidréxido de sédio, variando entre 40% e 50% (CANELLA,
GARCIA, 2001). Em condicdes econdmicas, um grau de desacetilacdo (GD) inferior a 40% na
quitina ja é suficiente para obter quitosana, enquanto em condicdes heterogéneas, 0 GD necessario
é ainda menor (VELDE; KIEKENS, 2004).

Essa desacetilacdo da quitina para a obtencdo da quitosana deve ser conduzida de maneira
criteriosa para garantir um alto grau de pureza e a auséncia de contaminantes, como proteinas,
endotoxinas e metais toxicos (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). A certificacdo da quitosana
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obtida, em termos de pureza e coloragdo, depende da remocdo eficaz desses residuos, uma vez que
a presenca de proteinas e pigmentos pode comprometer sua aplicacdo, especialmente em usos como
biomateriais (RINAUDO,2006).

A obtencdo de quitosana com elevado grau de desacetilacdo (GD) é um desafio, pois, a
medida que o GD aumenta (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006), ou seja, com o prolongamento
da ocorréncia e a producdo de polimeros mais desacetilados, também aumenta o risco de
manipulacdo de diversas cadeias poliméricas (AZEVEDO et al., 2007). Na pratica, 0 GD maximo
pode ser alcancado em um Unico tratamento alcalino geralmente varia entre 75% e 85% (ARANAZ
et al., 2009).

A determinacdo do GD faz parte das analises de rotina realizadas para o controle de
qualidade de amostras de quitina e quitosana. Ajustes no processamento desses polimeros baseados
no GD sdo geralmente necessarios para facilitar uma preparacdo mais rapida e viavel das amostras
(ZHANG et al., 2005). Portanto, é essencial um método padrdo para se determinar o GD da
quitosana, que satisfaga aos fabricantes e aos usuarios finais, a fim de promover um maior

aproveitamento desse material (TAN et al., 1998).

3.3 Titulacdo Potenciométrica

Em uma titulacdo, pequenos volumes da solugéo reagente, conhecidos como titulantes, séo
acrescentados a solugédo contendo o titulado até que o fato se complete. A partir da quantidade de
titulante utilizado, é possivel calcular a quantidade do titulado presente. As titulacbes mais comuns
envolvem reacdes acido-base. Para que uma ocorréncia de titulacdo seja eficiente, dois fatores
principais devem ser atendidos: uma constante de equilibrio deve ser elevada, e o tempo de
ocorréncia deve ser curto. Isso garante que cada porc¢do de titulante adicionado seja consumida de
forma rapida e completa pelo analito até que este se esgote (HARRIS, 2008).

A titulacdo potenciométrica é umtipo de titulacdo em que o ponto final é determinado com
base nos valores de potencial ou pH da solucdo, medidos para diferentes volumes de reagente
adicionados. Para garantir a precisdo do ensaio, € necessario manter uma solucdo bem agitada,
garantindo sua homogeneidade. Como a identificacdo do ponto final ndo depende de observacdes
visuais, como a mudanca de cor de um indicador, as titulacdes potenciométricas sdo consideradas
um dos métodos analiticos mais precisos (GONCALVES, 2001).
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O grau de desacetilagdo se baseia na quantidade de mols de NaOH que conseguem
neutralizar a mesma quantidade em mols de ions NH3+ presentes na quitosana, 0s quais
correspondem ao nimero de mols de grupos amino livres na estrutura. Esses grupos estdo
associados as unidades de glicosamina presentes na amostra de quitosana, e que determinam o seu
GD (SWEIDAN et al., 2011).

Essa titulacdo potenciométrica é essencialmente uma titulagdo em que o ponto final se
determina a partir dos valores de potencial ou pH da solucdo para os varios volumes de reagente
adicionados. Para isso, durante o ensaio a solucéo deve ser bem agitada para que figue homogénea.
Como a localizagdo do ponto final ndo envolve os erros pessoais que entram na mudanca de cor de
um indicador, as titulacGes potenciométricas constituem um dos métodos analiticos mais exatos
(GONGCALVES, 2001). As vantagens relacionadas a essa tecnica abrangem o fornecimento de
dados mais confiaveis do que os gerados por titulagbes que empregam indicadores quimicos; a
utilidade em especial em casos de solugdes coloridas ou turvas; a deteccdo da presenca de espécies
insuspeitas (SKOOG et al., 2006); a possibilidade de se realizar titulagdes em meio ndo aquoso
(CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

3.4 Formacao de biofilmes

Os filmes elaborados a partir de polissacarideos ou proteinas possuem excelentes
propriedades mecanicas, opticas e sensoriais, porém sdo sensiveis a umidade e apresentam alto
coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua. A combinacdo dos biopolimeros tem como
vantagem agregar os pontos positivos de cada um dos constituintes utilizados (GALLO, 2000).

A quitosana é um biopolimero derivado da quitina com propriedades antimicrobianas,
biodegradaveis e biocompativeis. Sua estrutura catibnica permite interacbes com membranas
celulares microbianas, conferindo-lhe eficacia contra uma ampla gama de microrganismos,

incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas (KRITCHENKOV et al., 2023).

3.5 Caracterizacdo dos biofilmes

A analise da perda de massa ap0s a imersdo em liquidos fornece dados sobre a integridade
estrutural dos filmes. Essa abordagem é frequentemente utilizada em estudos comparativos entre
filmes reticulados e n3o reticulados (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). A composicdo dos

filmes influencia diretamente suas propriedades. Por exemplo, a adi¢do de plastificantes, como o
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glicerol, pode aumentar a capacidade de absor¢do de umidade, enquanto a reticulagdo com agentes
como &cido citrico reduz a solubilidade, conferindo maior resisténcia ao filme (RAY et al., 2015).
A opacidade estd diretamente relacionada a espessura do filme. Filmes mais espessos
apresentam maior opacidade devido & menor transmisséo da luz. Filmes mais espessos apresentam
maior opacidade, mas a homogeneidade da espessura é critica para garantir resultados consistentes
nos testes (FERREIRA et al., 2018). A espectrofotometria é amplamente utilizada para medir a
absorbancia de filmes em diferentes comprimentos de onda (200-800 nm). Filmes a base de
quitosana frequentemente apresentam alta absorcéo na regido UV (200-300 nm) devido a presenca
de grupos amina e carbonila em sua estrutura (MOURA et al., 2020).

A espessura e a composicdo influenciam diretamente a resisténcia mecanica. A
incorporacéo de fibras naturais ou nanoparticulas pode aumentar a rigidez e a resisténcia do filme
(RAY et al.,, 2015). Filmes higroscopicos, como 0s de quitosana, apresentam variagdes na
resisténcia mecénica dependendo do teor de umidade do ambiente. Ambientes mais umidos podem

reduzir significativamente a resisténcia mecanica (MOURA et al., 2020).

3.6 Emulséo de eugenol

As emulsdes sdo sistemas coloidais que consistem em uma fase dispersa e uma fase
continua, estabilizadas por agentes emulsificantes. Essas formulacGes sdo amplamente utilizadas
na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia para encapsular e proteger compostos bioativos
hidrofobicos, como o eugenol (SOUSA et al., 2019). O eugenol, um fenilpropeno derivado do 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromatico), possui propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatorias, o que o torna promissor para aplicacoes tecnolégicas (RAUT e
KARUPPAYIL, 2014).

As emulsBes tém sido extremamente empregadas para encapsular compostos bioativos
lipofilicos, como o eugenol, devido a sua capacidade de proteger o ativo de fatores externos,
melhorar sua biodisponibilidade e permitir uma liberacdo controlada. A quitosana, um biopolimero
derivado da quitina, € utilizada como estabilizante em emulsGes devido as suas propriedades
antimicrobianas, biodegradaveis e biocompativeis, tornando-a uma opc¢do promissoria para

formulacgdes sustentaveis e multifuncionais (SHAH et al., 2020; L1 et al., 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

As etapas dos testes que foram realizados estdo ilustradas na Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma das etapas dos testes.
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Fonte: Autor

4.1 Desacetilacdo da quitina no agitador magnético

A quitina foi desacetilada alterando as condicdes de porcentagem de NaOH (LAVORGNA
et al., 2010). Foram feitos quatro testes com o objetivo de obter a desacetilagdo parcial da quitina
comercial.

No primeiro teste, foi adicionado 1 g de quitina em solu¢es de NaOH nas concentracfes
de 10%, 20%, 30%, 40% e 50% (m/v). Essas solucbes foram misturadas e autoclavadas a 120 °C
durante 1 hora. Esse processo tinha o objetivo de verificar qual concentracdo apresentaria 0 maior
rendimento e grau de desacetilacdo (GD). Em temperatura ambiente, as amostras passaram pelo
processo de filtragem utilizando papel filtro e 4gua destilada. O pH da agua foi verificado durante
0 processo e ao ser neutralizado, as amostras foram secas em estufa a 30 °C, e posteriormente foram
pesadas para obtencdo da massa final recuperada.

No segundo teste, repetiu-se as concentracdes do primeiro teste, com a diferenca na
temperatura e no tempo das amostras na autoclave, que passou de 120 °C para 100 °C, e de 1 horas
para 2 horas. No terceiro teste, manteve-se as concentragdes de 1 g e 1,5 g de quitosana. Houve
mudanca no tempo, que passou de 2 horas para 3 horas, e na temperatura, que passou de 100 °C
para 127 °C.

Repetiu-se os testes com outra metodologia (SOUZA, 2017). Uma solucéo de hidroxido de

sodio (NaOH) foi adicionada a quitina com grau de desacetilacdo (GD) de 15%. Diluiu-se 50 g de
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NaOH em agua destilada até completar 100 mL de volume, para obter a proporcéo de 100% m/v
em um frasco Schott, e adicionou-se 2 g de quitina. A amostra foi submetida a agitagdo em um
agitador magnético a 350 rpm, sob temperatura de 110 °C durante 3 horas com o frasco Schott
tampado. Apds o término da reacdo e resfriamento do frasco em temperatura ambiente, a amostra
foi vertida em um papel filtro e submetida a etapa de lavagem com dgua destilada para remocéo do
NaOH. Apds 14 litros de agua destilada e da neutraliza¢do do pH, a amostra foi levada a estufa sob
temperatura de 105 °C de um dia para outro, com aproximadamente 12 horas de secagem.

4.2 Desacetilacdo da quitina no reator

Empregou-se o uso do reator de metal para os testes de desacetilagdo. A quitosana foi
desacetilada alterando as condicbes de porcentagem de NaOH, conforme método descrito na
literatura (LAVORGNA et al., 2010). Cerca de 4 g de quitina foram dissolvidos em 400 mL de
solucdo de NaOH, contendo uma concentracdo de NaOH de 50% (m/v). Foi utilizado reator de

metal, pequeno, com capacidade total de 600 mL, com agitagdo magnética, temperatura e pressao.

4.3 Grau de desacetilacdo da quitosana

Para a determinacédo do teste potenciométrico, foram realizados quatro testes de titulacao,
para isso foi misturado 0,15 g de quitosana com 20 mL de HCL 0,3M e levado no agitador
magnético por 30 minutos. Em seguida a solucdo foi titulada com NaOH 0,1M registrando os
valores do pH da solu¢édo a cada 0,5 mL (WESKA et al., 2007). Com estes dados, obteve-se uma
curva potenciométrica que mostra dois pontos de inflexdo, a diferenca dos volumes corresponde
ao consumo de &cido para a salificacdo dos grupos amina e permite a determinacdo do grau de
desacetilacdo da amostra de quitosana através da equacdo 1 - no Excel foi possivel perceber uma

curva com dois pontos de inflexdo que forneceram o grau de desacetilacéo.

16.1.(Va= V.)-MNa0H
m 1)

% IVHZ =

Em que:

e 9%NH2: Grau de desacetilacdo, %;
e V2:Volume referido ao segundo ponto de inflexdo, mL;
e V1: Volume referido ao primeiro ponto de inflexdo, mL;
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e MNaOH: Molaridade da solugéo alcalina, M;
e m: massa da amostra de quitosana.

O teste potenciométrico foi adaptado para a fim de tornar o calculo do grau de desacetilagcdo
mais preciso. Nesta etapa, foram dissolvidos 40 mg de quitosana em 10 mL de HCL 0,1 mol/L. A
solucdo foi agitada por 30 minutos no agitador magnético e em seguida foi titulada uma solugéo de
NaOH 0,1 mol/L. Registrou-se o pH da solugdo a cada 0,5 mL. Segundo a metodologia (DE
SOUZA, 2013), o grafico no Excel gerou dois pontos de inflexdo correspondente a neutralizacao
do &cido e a desprotonacao dos grupos aminos.

Uma terceira metodologia foi utilizada para o teste potenciométrico, utilizou-se a
metodologia de Tan et al. (1998) a fim de padronizar a determinacao do grau de desacetilagdo (GD)
das amostras.

Dissolveu-se 0,05 g de quitosana (GD=75%) em 20 mL de HCI 0,1 mol/L mais 10 mL de
agua destilada. A solucdo de quitosana foi homogeneizada no agitador magnetico por 40 minutos
e, em seguida, titulada com NaOH 0,1 mol/L. A partir do registro dos valores de pH, conferidos a
cada 0,25 mL de NaOH adicionados, gerou-se uma curva de titulacdo potenciométrica, com dois

pontos de inflexdo. O volume de NaOH em cada ponto foi aplicado a equacdo 1 (TAN et al. 1998):

DD =100—[4 /(W —2044) /161 + 4] x 100) (1)
Em que:
e A: quantidade de grupos aminas livres na quitosana;
e W: massa da amostra de quitosana utilizada;

e 204 e 161: constantes de quitosana e quitina.

4.4 Formacao e secagem dos biofilmes

Para a formacdo do biogel, foi estabelecida uma proporcao de 1 g de quitosana para 100
mL de acido acético 2%. Em seguida, foi preparado uma solucéo de 2 g de quitosana com 200 mL
de solucdo de acido acético e agitado a 550 rpm durante 4 horas a 25 °C (CHEN e tal., 2009;
LAVORGNA et al., 2010). Nos ultimos 30 minutos de agitacdo foram adicionados 0,4 g de
glicerina, o que equivale a 0,3174 mL/L correspondente a 20% de glicerina em relacdo ao peso da

quitosana. A mistura ficou em repouso durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
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foram adicionados 101,52 g do material em placa Petri quadrada 12 cm? e levado a incubadora
DBO a 35 °C durante 3 dias (FAKHOURI, et al., 2007; SILVA, 2011).

Em seguida, a quitosana desacetilada foi combinada parcialmente com a quitina comercial
para formar um material que fosse a combinacdo de quitina e quitosana (ml + m2 = 1 g de
quitosana). Foram criadas cinco composicGes de biogel, utilizando 15% e 75% como o0s pontos de
referéncia de pureza, e a partir desses valores foram elaboradas as misturas necessarias para
produzir biogeis com 30%, 45% e 60% de pureza. Para o biogel de 30%, utilizou-se 0,25 g de
quitosana (m1) com 75% de quitina (m2). Para o biogel de 45%, utilizou-se 0,5 g de quitosana
(m21) com 0,5 g de quitina (m2). Para o biogel de 60%, utilizou-se de 0,25 g de quitina (m1) com
75% de quitosana (m2).

4.5 Caracterizagdo dos biofilmes
Nos testes dos filmes de quitosana desacetilada tanto no agitador magnético quanto no
reator, foram selecionados os materiais com maiores graus de desacetilacdo por facilitarem a

remocdo das placas Petri.

4.5.1 Espessura
Para a determinacgéo da espessura, foi necessario um micrometro e o valor final foi a média

aritmética de seis medidas aleatdrias em diferentes partes do biofilme (FAKHOURI, et al., 2007).

4.5.2 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada em espectrofotdmetro. Os filmes foram cortados
em retangulos e aderidos a parede interna da cubeta de quartzo. A leitura sera realizada em
triplicata, com um comprimento de onda de 450 nm (MATTEI, et al., 2013). Com os valores de
absorbéncia, foi possivel calcular a opacidade como uma relagédo entre a absorbancia e a espessura

do filme.

4.5.3 Solubilidade em agua
Foram cortadas amostras de 2 cm de didametro e colocadas em estufa a 65°C durante 36

horas, e em seguida, foram pesadas, obtendo-se a massa inicial da amostra. As amostras secas
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foram inseridas em um béquer com 50 mL de &gua destilada, e agitadas lentamente, a 25 °C por 24
horas. Apos esse periodo, a amostra foi colocada em estufa, durante 24 horas a 65 °C, para sua
secagem e posteriormente pesada para obtengdo da massa final (FAKHOURI et al., 2007; SILVA,
2011).

4.5.4 Umidade do biofilme

Foram cortadas amostras de 4 cm?, pesadas e inseridas em estufa a 65 °C durante 36 horas
(SILVA, 2011). Apos secas, as amostras foram pesadas novamente, sendo determinado seu
potencial de umidade.

4.5.5 Resisténcia mecanica

A tensdo de tracdo da carga maxima e o alongamento na ruptura — stress — do bioplastico
foram medidos no DMA (Discovery DMA — 850) com corpos de prova com 4 cm de comprimento
e 1 cm de largura; A espessura foi previamente medida em regides diferentes e aleatdrias por um

micrémetro digital (0-25 mm com resolucao de 0,001 mm, Mitutoyo 293-230).

4.6 Preparo das emulsdes

Para uma solucdo de emulsdo de 50 mL, utilizou-se 1% de quitosana solubilizada em acido
acetico 2%. Primeiro, utilizou-se quitosana de 75% de grau de desacetilacao (0,05 g), solubilizada
em acido acético 2% (1,5 mL), com 35% de eugenol (0,175 mL) e 10% de emulsificante Tween
80 (0,0175 mL). A mistura foi homogeneizada em sistema de rotor ultra-turraz em velocidade de
1050 rpm por 30 minutos. O feito o mesmo procedimento para a emulsdo com quitosana
desacetilada de 62%. O método seguiu como base o processo de emulsdo reportado para quitosana
e 6leos (BRITO et al., 2022). A solucao foi analisada no microscépio a 2000x de ampliacdo para

verificar o encapsulamento da quitosana pelo eugenol (BRITO et al., 2022).

4.6.1 Capacidade de retencdo de 6leo

O método de centrifugacdo descrito por Meng et al. (2018) foi empregado para determinar
os valores de Perda de 6leo (PO) e Capacidade de Retencdo de Oleo (CRO) das amostras.

Aproximadamente 1-1,5 g de cada amostra foi pesada em um tubo Eppendorf e submetida a
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centrifugacdo a 6000 rpm por 20 minutos. Apds a centrifugacdo, o excesso de 6leo foi decantado,
e a massa do tubo contendo a amostra residual foi medida. O tubo vazio foi previamente pesado
para determinar a massa exata da amostra. Os valores de (PO) foram calculados usando a Equacao
(1), enquanto a (CRO) foi determinada pela Equacéo (2):

PO = [(ml — m) — (m2 — m)/(ml — m)] x 100% (1)
CRO (%) = 100 — PO (%) (2)
Em que:
e (m) representa a massa do tubo Eppendorf;
e (mL) é a massa inicial da amostra;

e (m2) é amassa da amostra apos a centrifugacao.

No experimento, foi utilizada uma formulagéo de biogel composta por 1% de quitosana,

35% de eugenol e 10% de Tween, com base no eugenol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desacetilagdo da quitina no agitador magnético e grau de desacetilacdo

Nos testes iniciais realizados na autoclave, como mostra a Tabela 1, observou-se que no
processo de filtragem foi necessario grande volume de &gua em relacdo a baixa quantidade de
amostra recuperada, demonstrando uma perda consideravel de material durante o processo de
desacetilacdo. Conforme aumenta a concentragdo de NaOH, maior o volume de agua necessario

para lavar o material.

Tabela 1- Processo alcalino de desacetila¢éo da quitina.

Massa Massa Rendimento Volume
NaoH (%) ID amostra l;itit;al © quitosana %) H20 gasto
- obtida (g) (L)
2
10 ! 1 0.7 70.2 25
2 0,71 71
232
20 ! 1 0.17 122 4.5
2 0,18 19
30 1 i 0.16 16,8 65
2 0,15 15,6
22 22
40 ! 1 022 226 9
2 021 212
2 2
50 ! 1 0.23 338 10
2 024 244

Fonte: Autor.

Na Tabela 2, no teste 1 e 2, a proporcéo de purificacdo das amostras se mostraram menor
do que o esperado, 37% e 26,9%. Esse valor foi obtido na concentragcdo de 50% de NaOH, o que
sugere que a quantidade de hidréxido de sodio influencia na eficiéncia da reacao, confirmando com
a literatura que diz que a proporcdo ideal de NaOH varia entre 40% e 50% (m/v) (CANELLA;
GARCIA, 2001).
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Tabela 2 - Valores da titulagéo.
Grau de desacetilacio obtido para cada amostra (%0)
ID teste NaoH 0% NaoH 10% NaoH 20% NaoH 30% NaoH 40% NaoH 50%
1 10.4 16,1 295 215 319 37
2 10.3 15,8 18.8 17.3 16.1 269
Fonte: Autor

No ensaio da Tabela 3, repetiu-se as concentracdes do teste anterior, com adaptacdes na
temperatura e no tempo de reacdo das amostras na autoclave, que passaram de 120 °C para 100 °C
e de 1 hora de reagéo para 2 horas.

Tabela 3 - Processo alcalino de desacetilagdo da quitina.

Massa Massa Rendimento Volume
NaoH (%) ID amostra I;iﬁ[;ﬂl © quitosana (%) H20 gasto
E obtida (g) @)
10 1 1 0.69 69,1 3
2 0.71 71
20 1 i 0,53 33.5 5
2 055 552
30 1 i 046 46,8 6
2 046 40.4
40 1 1 04 40 g
2 0.4 40,6
50 1 i 031 311 g
2 034 244

Fonte: Autor

Realizou-se mais um ensaio, Tabela 4, e manteve-se somente a concentracdo de 50% de
NaOH, por ter proporcionado maior grau de desacetilacdo, ainda que abaixo do esperado e ser um
dos valores ideais para o processo de desacetilagdo (CANELLA; GARCIA, 2001). Para isso, usou-
se trés quantidades diferentes de quitina: 0,59, 1 ge 1,5 g, e mudou-se a temperatura da autoclave

que passou de 100 °C para 120 °C, e em seguida passou de 120 °C para 127 °C.
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Tabela 4 - Processo alcalino de desacetilagdo da quitina.

Massa . Volume
NaoH (%) ID amostra q;f.:ﬂsz o) quitosana Ren?;;entu H2O gasto Temf:::::; tura
obtida (L)
1 0.3 0.1 211
50 2 1 0.13 133 ] 120
3 1.5 125 16.7
1 0.13 13.7
50 2 1 0.11 113 6 127
1 L3 0.18 123
2 1.3 0,19 13.3

Fonte: Autor

No ensaio seguinte, Tabela 5, na reacdo a 127 °C, manteve-se as concentracdesde 1 ge 1,5
g de quitina. Houve mudanca no tempo de reacdo que passou de 2 horas para 3 horas. Além disso,
observou-se que o grau de desacetilagdo (GD) se manteve baixo nos testes 3 e 4. Apesar das
amostras com 1 g e 1,5 g de quitina oferecerem maiores graus de desacetilacdo, neste caso
continuou sendo baixo, uma vez que o grau de desacetilacdo (GD) embora tenha apresentado
valores acima do minimo (45% GD), principalmente na amostra 3 com 54,4% GD, o foco era obter
0 maximo de desacetilacdo possivel comparando-se com a quitosana comercial (GD=75%). Além
disso, considerando que durante o processo de desacetilacdo ha perda significativa de material, foi

necessario adaptar a quantidade para o minimo de 1 g de quitina.

Tabela 5 - Valores da titulacéo.

G btid
ID amostra  Quitina (g) ra obtico

(%)

0.5 44

3 1 04,4

1,5 47,2

4 1 39,5

1,5 48,3

Fonte: Autor

Nos ensaios seguintes, acrescentou-se a etapa de secagem na estufa entre 12 e 15 horas a

45 °C logo apos o processo de filtragem. Contudo, o grau de desacetilacdo (GD) atingiu apenas
40,8%. Além disso, mudou-se a quantidade de quitosana que passou para 50 mg (0,05 g) com o
intuito de obter os dois pontos de inflexdo no Excel no teste potenciométrico. Trocou-se a bureta
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de 25 mL para 10 mL com a intencdo de titular a cada 0,25 mL, tornando a titulagdo mais precisa.
Foi realizado uma quadruplicata e o grau de desacetilacdo ficou em 18,1% (GD), ou seja, ndo houve
desacetilacdo do material, permanecendo quitina.

Na Figura 4, é demonstrado o comportamento das curvas de inflexdo dos testes
potenciométricos do Ultimo ensaio, em quadruplicata, onde os graus atingidos estdo abaixo do
esperado. Embora os gréficos A C e D tenham apresentados dois picos suaves, a relacdo de mols
de NaOH para neutralizar os mols de ions NH3+ presentes na quitosana (SWEIDAN et al., 2011)
ndo foi equilibrada.
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Figura 4 - Pontos de inflexdo do teste potenciométrico.
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Fonte: Autor

5.2 Desacetilagdo da quitina no reator e grau de desacetilacéo

Os testes para confirmar a metodologia foram feitos com quitosana comercial (GD=75%)
em triplicata e os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6. Os valores do GD obtido
nas trés titulacdes estdo proximos entre si e se aproximam do valor fornecido pelo fabricante

(GD=75%), o0 que confirmou a metodologia de Tan et al. (1998).

Tabela 6 - Teste potenciométrico da quitosana comercial.
ID amostra GD (%)

1 73
2 70
3 70

Fonte: Autor

Na Figura 5, é possivel entender como precisa ocorrer 0 comportamento dos pontos de
inflexdo quando a amostra titula apresenta um alto grau de desacetilagdo. Os graficos 1, 2 e 3, que
correspondem ao teste da Tabela 6, apresentaram os dois pontos de inflexdo necessarios, ou seja,
houve a determinacdo final a partir do pH. No inicio, a variacdo do pH é pequena, torna-se mais

acentuada a medida gque a reacdo se aproxima do ponto estequiométrico.
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Figura 5 - Pontos de inflexdo do teste potenciométrico.
12069 Potanticmetri curve derivation

2w Potentiometric curve derfvation 3o Potentiomatric carve derivation

109 nix 19408

R 1500 10

3 i 2

Tm !k;n ! ! ! i:m

a0 140 10

20 A l \' e Lo

o L0 00000004 J'.mu:;u:s:“ ix T Wm0

! | = I
WS EOGuak@flg et 200 ma . CEU LU I Cnie nX0 AND B 3 Aaerudsiitiy, e i

Fonte: Autor

No processo de desacetilacdo da quitina utilizando agitador magnético mostrado na Tabela
7, observou-se que foi necessario grande volume de agua na etapa de filtragem com minimo de 12
litros e maximo de 14 litros. Além disso, houve perda consideravel de amostra, recuperando 0,7 g
de material para 2 g iniciais. O GD permaneceu abaixo do esperado, apresentando maximo de 54%
GD. Contudo, neste ensaio foi possivel observar que, embora o GD tenha sido abaixo de 75%,

houve desacetilacdo da quitina, obtendo quitosana nos trés testes.

Tabela 7 - Processo alcalino de desacetilacdo da quitina.

. Massa
Massa da T fx T d Volume it
ID teste NaOH (%) quitina | Do ooa JEMPOGA g .m0 TS op (op)
do reator (*C) reacio recuperada
(2 gasto (L)
(2)
1 47
14
2 30 2 110 3 0.7 37
3 12 54

Fonte: Autor

Como mostra a Tabela 8, a reacdo de desacetilacdo no reator de metal aumentou a massa
de quitosana recuperada. Considerando que anteriormente, nos testes utilizando o agitador
magnético, para cada 2 g de quitina era recuperado 0,7 g de material. Enquanto neste método, do
reator, para cada 4 g de quitina foi possivel recuperar 1,6 g de material. Contudo, esse aumento
ainda continua parecido com o rendimento no método anterior.

As reacdes de 2 e 3 horas apresentaram maior eficiéncia, com destaque para a de 3 horas a

140 °C que apresentou maior GD, enquanto a reacdo de 1 hora ndo ocorreu desacetilacdo,
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permanecendo quitina. Além disso, quanto menor o tempo de rea¢do, maior é o volume de agua
necessario para lavar o material até sua neutralizag&o.

Sendo assim, partindo de uma perspectiva de economia de energia por tempo de reacdo no
reator, embora o teste 2 com 1 hora de reacdo e o teste 4 com 4 horas de reacdo tenham apresentado
0 mesmo GD de 45%, o teste 2 foi selecionado para formar biogel. O mesmo critério foi aplicado
para os testes 3 e 5 que apresentaram 0 mesmo GD de 54%, o qual o teste 3 com 3 horas de reagéo
foi selecionado para formar biogel. O teste 6 com 3 horas de reagdo, por ter apresentado o0 maior
GD de todos, 62%, também foi selecionado para formar biogel.

Tabela 8 - Processo alcalino de desacetilagdo da quitina.

. Massa
Massade T tura Tempoda ' o it
ID teste NaOH (%) o0 ¢ -CHperatira SJempota 4. grg AWM py (04
quitina (g) do reator ("C) reacio recuperada
gasto (L)
(2)
| T . g
- 120 -
3 3 54
4 50 4 4 ] 16 46
5 123 3 54
2

6 140 ] 62
7 4 54

Fonte: Autor

5.3 Formacao e secagem dos biofilmes
Na Figura 6 encontram-se o0s biofilmes em placa Petri 12 cm? em ordem crescente de GD.
Na Figura 6-A, encontra-se um biofilme composto apenas por quitina, com 15% GD. Este
material além de apresentar aderéncia a placa Petri, por ser quitina, era esperado que ndo formasse
filme, comparado com a quitosana comercial. Na Figura 6-B, encontra-se um filme de 30% GD.
Aqui o material possui uma porcentagem de quitosana comercial (sendo composto por 0,75 g de
quitina + 0,25 g de quitosana), contudo, assim como o material da Figura 6-A, também apresentou
aderéncia a placa Petri, 0 que estava de acordo com as expectativas, considerando que ambos
consistem em uma maior propor¢do de quitina comercial de pureza reduzida, tornando o manuseio

mais desafiador.

Na Figura 6-C, encontra-se um biofilme composto metade por quitina e metade quitosana

(0,5 g de quitina + 0,5 g de quitosana), com 45% GD. A partir desse grau 0 material é considerado
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quitosana, portanto, possivel remover da placa Petri. Na Figura 6-D, encontra-se um biofilme que
possui mais quitosana (sendo composto por 0,75 g de quitosana + 0,25 g de quitina), com 60% GD.
Na Figura 6-E, encontra-se um biofilme que possui apenas quitosana comercial, com 75% GD,
portanto, um material mais puro.

Os biofilmes de 45%, 60% e 75%, demonstraram um desempenho superior, o que facilitou
0 manuseio ideal para os subsequentes testes de suas propriedades fisico-quimicas e mecanica.
Essas concentracdes, especialmente as de 60% e 75%, contém uma proporcdo maior de quitosana

pura, 0 que era previamente esperado resultar em um desempenho aprimorado.

Figura 6 - Filmes a base da combinacdo de quitina e quitosana.
A ' B C

¢ o

15% GD 30% GD 43% GD
D E

rg EN‘ IPEEN ‘

60% GD —— 753%GD

Fonte: Autor

Na Figura 7 encontram-se 0s biofilmes em placa Petri 12 cm? em ordem crescente de GD.
Na Figura 7-A, encontra-se um biofilme de 46% GD, o qual apresentou aderéncia a placa
Petri que ndo pode ser desfeita, portanto, sendo o Gnico que ndo passou por testes de caracterizacao.
Este material possui baixa desacetilacdo, ou seja, baixa pureza do material, 0 que torna 0 manuseio
mais desafiador. Na Figura 7-B, encontra-se um biofilme de 54% GD e partir daqui foi possivel

remover da placa Petri, contudo, foi 0 que demonstrou 0 manuseio mais dificil, principalmente na
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realizacdo dos testes de caracterizacdo, especialmente por romper mais facilmente na etapa do teste
de resisténcia a tragdo. Devido a essa caracteristica, foi o Unico que precisou de duplicata, pois
parte do material foi perdido durante o processo de remocao de sua aderéncia a placa Petri.

Na Figura 7-C, encontra-se um biofilme de 62% GD, sendo o que demonstrou desempenho
superior, o que facilitou o0 manuseio ideal para os subsequentes testes de suas propriedades fisico-
quimicas e mecanica. Embora apresente impureza, principalmente demonstrado pela cor que o
material adquiriu, contém porcentagem significativa de quitosana em sua composicao suficiente
para formar biogel.

Outra caracteristica que foi possivel observar foi que a quitosana desacetilada no reator de
metal, durante o processo de filtragem para remocéo do NaOH, adquiriu coloragéo escura, em tom
vermelho terroso, comparado com a quitosana comercial de alta pureza que apresenta coloracao

clara levemente bege.

Figura 7 - Filmes a base de quitosana desacetilada com 46%, 54% e 62% de GD.
A B

Fonte: Autor

5.4 Caracterizacdo dos biofilmes

Para os testes de caracterizacdo dos biofilmes, da primeira parte de desacetilacdo da quitina,
dos biofilmes da quitosana combinada com quitina, selecionou-se os biofilmes de 45% GD
(composto por 0,5 g de quitina + 0,5 g de quitosana), 60% GD (0,75 g de quitosana + 0,25 g de
quitina) e 75% GD (composto por quitosana). Os testes foram realizados em triplicata.

Na Tabela 9, encontram-se 0s resultados dos testes de espessura e opacidade. Nos testes de
espessura era esperado que a uniformidade nao fosse alcancada, uma vez que o biofilme nédo é
homogéneo, apresentando variagdes, ou seja, relevo, na espessura em toda a sua extensdo pela
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placa Petri. Essa espessura no biofilme de 45% apresentou a maior varia¢do, sendo o minimo 0,1
nm e méaximo de 1,1 nm de espessura. Enquanto a espessura no biofilme de 60% apresentou pouca
variagéo, ficando entre 0,1 nm e 0,2 nm. O biofilme de 75% foi o mais uniforme, apresentando
baixa variacdo de espessura na segunda casa decimal.

Nos testes de opacidade, observou-se que a maior absorbancia esta relacionada com a maior
presenca de quitosana na composicdo do material, o que pode ser verificado conforme o GD

aumenta.

Tabela 9 - Testes de espessura e opacidade.

Espessura Comprimento Transmitincia

Filmes — fra—m e (%) Absorbancia
0.1 027 257
45% 0.12 02 2.7
1.1 023 264
0,11 0,04 34
60% 02 450 0.02 37
0,18 0,04 34
0.06 0,01 4
T75%a 0.04 0,02 3.7
0.07 0,01 4

Fonte: Autor

Na Tabela 10, encontram-se os resultados de solubilidade e umidade. Foi possivel observar
que a quantidade de quitina comercial na amostra esta diretamente relacionada a maior absorcao
de umidade e a maior massa solubilizada. O biofilme de 45% GD apresentou 0,14 g de massa
solubilizada comparado com 0,03 g de massa solubilizada para os biofilmes de 60% e 75% GD.

Nos testes de umidade, observou-se pouca variacdo, com valores muito proximos entre si.
Neste caso, um maior ou menos GD néo interfere diretamente na solubilidade do material desde

gue seja quitosana.
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Tabela 10 - Testes de solubilidade e umidade.

Solubilidade

Massa Massa final (pos Massa

Filmes inicial (pos imersio em H20 solubilizada
estufa) (g) e estufa) (g) (=)
45% 0,19 0,05 0,14
60% 0.1 0,07 0,03
73% 0,14 0,11 0,03
Umidade

. Massa Umidade

Filmes = Massa final (g2) et
45% 015 0,18 0,03
60% 015 0,17 0,02
73% 0,06 0,08 0,02

Fonte: Autor

Nos testes de resisténcia mecanica, Tabela 11, foram testadas 7 fitas de cada amostra com

4 cm de comprimento e 1 cm de largura. Nas amostras do biofilme de 45% GD, observou-se uma

variacdo minima, sugerindo uma uniformidade na espessura das tiras, o que se traduziu em

diferencas baixas entre elas. Nas amostras de 60% GD, observou-se uma varia¢cdo no rompimento

das amostras. 1sso pode ser atribuido a sua heterogeneidade, uma vez que, durante o processo de

secagem, o biofilme ndo se forma de maneira uniforme na placa Petri, resultando em regides de

diferentes espessuras. Como resultado, as tiras recortadas dos biofilmes, provenientes de areas

aleatorias, exibiram espessuras distintas, o que influenciou a média da forca (N) necessaria para o

rompimento (MPa). Como esperado, as amostras de 75% GD demonstraram maior resisténcia a

ruptura, o que se deve a sua composicao consistindo exclusivamente de quitosana pura da Sigma

Aldrich.
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Tabela 11 - Testes de resisténcia a tragdo no DMA.
Filmes Mpa Média Desvio Padrao
3,86
5,32
3,17
2,66

24
54
12,83
6,01
14,57
6,93
17,22
1,17
61,47
53,18
58,37
94,47
54,78
51,14

Fonte: Autor

45% 3,8 1,3

60% 9,7 6

7% 93,5 3.4

Nos testes da segunda parte da desacetilacdo, realizada no reator, para os testes de
caracterizacao dos biofilmes, foram selecionados os biofilmes de 54% e 62% GD.

Na Tabela 12, encontram-se 0s testes de espessura e absorbancia. Foi possivel observar que,
como era esperado, a uniformidade entre as amostras do mesmo material ndo seria alcancada, uma
vez que o filme ndo é homogéneo, apresentando variacoes, ou seja, relevo, na espessura por toda a
extensdo da placa Petri, de 12 cm2. Essa variacdo para o biofilme de 54% GD ficou entre 0,09 nm
e 0,13 nm, enquanto o biofilme de 62% GD apresentou variacdo entre 1,14 nme 0,2 nm. Nos testes
de opacidade, observou-se que o material com maior grau de desacetilacdo, 62%, apresentou maior

capacidade de absorbancia.
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Tabela 12 - Testes de espessura de opacidade.

Espessur Comprimento Transmitincia

Filmes a (nm) de onda (um) (%) Absorbancia
0,09 02 26
54% 0.11 0.3 29
0,13 450 028 3.1
0,18 0,05 3.6
62%a 0.14 0,02 3.7
02 0,02 34

Fonte: Autor

Na Tabela 13, encontram-se os testes de solubilidade e umidade. Foi possivel observar que

a presenca de quitina na amostra, ou seja, 0 material com menor grau de desacetilacdo — que neste

caso é o filme de 54% GD - esta diretamente relacionada a maior absor¢do de umidade e a maior

quantidade de massa solubilizada. Essa diferenca foi possivel observar no fato de que o biofilme

de 54% GD teve 0,1 g de massa solubilizada enquanto o de 62% GD diminuiu para 0,04 g de massa

solubilizada. Enquanto nos testes de umidade, houve aumento de solubilidade para o biofilme de

62% G, sendo de 0,05 g de massa absorvida para 0,02 g de massa absorvida no biofilme de 54%

GD.

Tabela 13 - Testes de solubilidade e umidade.

Solubilidade
Massa Massa final Massa
Filmes inicial (pos imersio  solubilizada
(pos em H20 e (=)
4% 02 0,09 0,11
62% 0.1 0,06 0,04
Umidade

. Massa Umidade
Filme ] Massa final (g) e S

54% 0,15 0,17 0,02

62% 0,17 022 0,05

Fonte: Autor

Na Tabela 14, encontram-se 0s testes de resisténcia a tracdo (resisténcia mecanica)

realizadas no DMA (Discovery DMA — 850). Foram testadas 7 fitas de cada amostra, com 4 cm de

comprimento e 1 cm de largura cada. Foi possivel observar que as amostras dos biofilmes de 54%
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GD apresentaram maior desvio padrdo entre as amostras, alem do dado principal que é a menor
resisténcia de rompimento. Como esperado, as amostras do biofilme de 62% GD apresentaram
maior resisténcia a ruptura, o que pode ser explicado pelo grau de desacetilacdo mais elevado, o
significa mais grupos de aminoécidos disponiveis, que podem formar mais interaces
intermoleculares, melhorando a resisténcia mecénica. Segundo o que relatou Dutta, 2004, a
resisténcia a tracdo de filmes de quitosana variam na faixa de 30-70 Mpa, dependendo do grau de
desacetilacdo e da espessura do filme. Ao comparar este resultado (DUTTA, 2004) com a média
de 14 Mpa do biofilme de 62% GD, pode considerar que caso o grau de desacetilacdo atingisse 70-

75% GD, poderia se aproximar ou igualar ao resultado de 30-40 Mpa.

Tabela 14 - Testes de resisténcia a tracdo no DMA.
Filmes Mpa Media Desvio Padrio
4.67
5,19
54
4% 493 5 0.7
5,37
3.66
593
13,84
17.59
14,58
62% 12.26 1453 0.5
14.47
14,54
14,17

Fonte: Autor

5.5 Emulséo de eugenol com quitosana desacetilada

Na Figura 8, encontra-se uma emulsdo com quitosana comercial (GD=75%) como base.
Comparado com a emulsdo da esquerda (Figura 8-A), a emulsdo com a quitosana desacetilada de
62% GD ndo atingiu estado de gel, permanecendo liquida (Figura 8-B). Para a quitosana comercial
(GD=75%) a analise de CRO revelou um valor de 56,68%. Segundo Blake & Marangoni (2015),
umalto CRO (até 95%) é uma caracteristica desejavel em biogéis, pois esta associado a estabilidade

fisica, refletindo a formacdo de uma rede fisica mais forte e com maior capacidade de
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aprisionamento de 6leo. Para a quitosana desacetilada de 62% GD, nao foi possivel realizar o teste
seguinte da caracterizagdo da emulsdo para determinar a capacidade de retencao de 6leo.
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Figura 8 - Emulsdo de eugenol com quitosana comercial (A) e quitosana desacetilada (B).

Fonte: Autor

Na Figura 8-B, observou-se que houve sedimentacdo do material apds 7 dias em repouso,
0 que ndo ocorreu com a emulséo referéncia de quitosana comercial (Figura 10-A). 1sso demonstra
que durante o processo de agitacdo da emulsdo ndo ocorreu uma mistura eficiente da quitosana
desacetilada com o eugenol, o que justifica ndo ter ocorrido o encapsulamento dessa quitosana,
Figura 9.
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Figura 9 - Emulsdo de eugenol com quitosana comercial (A) e desacetilada de 62% (B) apds 7 dias em repouso.

Fonte: Autor

A emulsdo de eugenol foi analisada no microscépio com uma ampliacdo de 2000x. Na
Figura 10-A, observa-se a quitosana comercial com 75% de pureza, utilizada como uma referéncia.
Nela, é possivel identificar pontos brancos que possuem bordas redondas e pretas, indicando o
encapsulamento da quitosana pelo eugenol. Na Figura 10-B encontra-se uma quitosana com 62%
de desacetilacdo, que mostra a auséncia de encapsulamento eficaz e exibindo manchas, indicando
que, apesar do grau de desacetilacdo ter sido o maior obtido dentre os métodos, esse material ndo

atingiu o GD necessario para formar uma emulsdo estavel com eugenol.
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Figura 10 - Emulséo de eugenol quitosana comercial (A) e com quitosana desacetilada de 62% GD (B).

Fonte: Autor
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados demonstraram que, na primeira parte dos testes, no contexto do
primeiro procedimento de purificacdo e desacetilacdo da quitina no agitador magnético,
identificou-se que a etapa de secagem na estufa desempenhou um papel relevante no processo. A
amostra, por sua impureza determinada pelo baixo GD, provavelmente continha uma quantidade
reduzida de grupos amino, cuja protonacdo ocorreu mais cedo do que o previsto. Além disso, o
grau de desacetilacdo minimo para formar biofilme era de 45% GD, o que ndo foi possivel obter.
No entanto, foi possivel obter essa concentragdo por meio da combinacdo de quitina comercial com
a pura da Sigma Aldrich.

A quantidade de material final recuperado ap6s o processo de filtracdo foi notavelmente
diminuta comparado com grande quantidade de &gua utilizada no processo de lavagem. Dessa
forma, este estudo demonstrou que o biofilme de 60% de pureza, por conter maior quantidade de
quitosana pura, apresentou resultados satisfatorios para os testes de caracterizacao.

Na segunda parte dos testes, 0 processo de desacetilacdo no reator de metal demonstrou ser
mais eficaz tanto no aumento da quantidade recuperada quanto no aumento do grau de
desacetilacdo. Além disso, usou-se menor volume de agua na etapa de filtragem para retirada do
NaOH. Contudo, a quantidade de material final recuperado ap6s o processo de filtracdo foi
notavelmente diminuta comparado com a quantidade de agua utilizada no processo de lavagem.
Devido o processo de desacetilacdo utilizar quantidade significativa de NaOH (50%), ha corroséo
da parede interna do reator que pode estar liberando poucas quantidades de metal dissolvido na
solucdo, mas suficiente para interferir na cor do material.

Os resultados apresentados demonstram que, embora a desacetilacéo tenha alcancado 62%
de GD, apresentando resultados satisfatdrios para os testes de caracterizacdo das propriedades
fisico-quimicas e mecanicas como opacidade, solubilidade, umidade e resisténcia a tracdo, nao foi
suficiente para obter emulsdo com eugenol, comprovado tanto pela solucdo ter permanecido em
estado liquido durante a agitacdo e sedimentado apds 7 dias em repouso, quanto na analise em
microscopia. 1sso sustenta que 0 processo no reator ndo desacetilou o suficiente a quitina, sendo
necessario um maior grau.

Devido a alta concentracdo de hidréxido de s6dio (NaOH), que pode causar corrosdo na
parede interna do reator, seria recomendavel aplicar um revestimento no interior do reator como
protecdo do metal. Essa medida evitaria a agdo corrosiva do hidroxido de sodio (NaOH), reduzindo
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a chance de ocorrer suposta contaminacéo dessa corrosdo sobre a solugdo por particulas metalicas
ou outros materiais gerados durante o processo. Nesse contexto, 0 ajuste a ser feito, primeiro,
precisaria ser na garantia de que a amostra nao esta recebendo nenhum tipo de contaminacgdo. Além
disso, outro aspecto a ser considerado é a temperatura do reator. Uma vez que 0 maximo testado
foi de 140 °C, poderia haver testes com temperaturas maiores, como 143 °C ou 145 °C para

comparar com os resultados que foram obtidos.
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